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(54) Title: Mutated OKT3 Antibody 



(57) Abstract 

The invention relates to an H100A position point-mutated OKT3 antibody, and to 
a method for the production and use thereof. 
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.<sf 

Y v Mutated OKT3 Antibody 



The parent invention concerns OKT3 antibodies mutated by a point mutation at 
positional IOOAa methods for their production and their use. 




OKT3 is a monoclonal antibody of the IgG 2a type originating from the mouse 
that recognizes an epitope of an e-subunit of the human CD3 complex (Kung et al., 
Science 206, pp. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 124, pp. 2708-2713 
(1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, pp. 947-950 (1989)). The method for obtaining 
the monoclonal antibody from the corresponding hybridoma is described in detail in these 
documents. Moreover, the OKT3 -producing hybridoma cell line was entered on April 26, 
1979 under ATCC number CRL 8001 in the American Type Culture Collection, 
12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 by the holder of EP Patent 0 018 795. 
OKT3 has since been used to suppress a T-cell response and in so doing prevent rejection 
of transplants (Thistlethwaite et al., Transplantation 38, pp. 695-701 (1984); Woodle et 
al., Transplantation 51, pp. 1207-1212 (1991)). On the other hand, T-cell activation and 
proliferation can also be triggered by OKT3, stimulating effector cells, which can be used 
in adoptive cancer immunotherapy (Yannelly et al., J. Immunol. Meth. 1, pp. 91-100 
(1990)). OKT3 was used both alone and as a component of a bispecific antibody in order 
to direct cytotoxic T-lymphocytes against tumor cells or virus-infected cells (Nitta et al., 
Lancet 335, pp. 368-376 (1990); Sanna et al., Bio/Technology 13, pp. 1221-1224 (1995)). 
In addition, humanized versions of the OKT3 monoclonal antibodies that were expressed 
in COS cells are also known (Woodle et al., J. Immunol. 148, pp. 2756-2763 (1992); 
Adair et al., Human Antibod. Hybridomas, pp. 41-47 (1994)). However, thus far there has 
been the problem that OKT3 does not exhibit sufficient stability and cannot be expressed 
stably or in sufficient amounts in known recombinant expression systems. 

The task of the present invention was therefore to express OKT3 in recombinant 
fashion and obtain and antibody having satisfactory stability. 
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The task is solved by the object of the patent claims. 




It^was found by the inventors that by introducing a point mutation at position 
H1O0A of the amino acid sequence of OKT3, the stability increases several-fold. This 
point mutation concerns replacement of cysteine with another polar amino acid, 
preferably serine, in the amino acid sequence of OKT3. 

mRNA from freshly subcloned hybridoma cells of OKT3 is used as point of 
departure in producing an antibody according to the invention. The cDNA is produced 
according to methods known to one skilled in the art, which were described, for example, 
in Dubel et al., J. Immunol. Methods 175, pp. 89-95 (1994). The DNA that codes for the 
variable domains of the light chain can be prepared by PCR, using appropriate primers, 
for example, by means of the primers Bi5 and Bi8, which hybridize on the amino 
terminal part of the constant domains of the K-chain and the "framework 1 (FR1)" region 
of the variable domains of the K-chain (Dubel et al., cf. aforementioned). For 
amplification of DNA that codes for the variable domains of the heavy chain, the primer 
Bi4 can be used, which hybridizes on the amino terminal part of the constant domain 1 of 
the y-chain (Dubel et al., cf. aforementioned) and the primer Bi3f, which hybridizes on 
the FR1 region of the heavy chain (Gotter et al., Tumor Targeting 1, pp. 107-1 14 (1995). 

The amplified DNA is then inserted into a vector appropriate for sequencing and 
for site-specific mutagenesis, as are best known to one skilled in the art. For example, the 
vector pCR script SK(+) marketed by the Stratagene Co. can be used. Mutations are intro- 
duced in the v„ domains originating from OKT3 by directed mutagenesis (site-specific 
mutagenesis). The conditions required for this are known to one skilled in the art and are 
also described in Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154, pp. 367-382 (1987). The amino acid 
substitution at position H100A of OKT3 (replacement of cysteine) is appropriately 
conducted using the primer SKI 5*-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC, if 
replacement with serine is to be carried out in this position. 
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The DNA so altered can then be cloned into a vector or expression vector. 
Examples of this are known to one skilled in the art. In the case of an expression vector, 
these are pGEMEX, pUC derivatives or pET3b. P Y100 and Ycpad 1 can be mentioned ' 
for expression in yeast, whereas pKCR, pEFBOX, cDMB and pCEV4 can be mentioned 
for expression in animal cells. The baculovirus expression vector pAcSGHisNT-1 is 
particularly suited for expression in insect cells. Expression in E coli is preferred 
according to the invention, for which purpose the vector pHOG2 1 shown in Figure 1 is 
preferably used (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196 pp. 51-62 (1996), in which 
the mutated OKT3 single chain (scFv) gene is inserted as an NcoI/BamHI DNA 
fragment. Expression of a mutated single-chain antibody OKT3 in position 100A (Kabat 
numbering system) occurs, which has the sequence depicted in Figure 2. 

One skilled in the art is familiar with appropriate cells in order to express DNA 
present in an expression vector. Examples of such cells include the E. coli strains HB101 
DHl,xl776, JM101,JM109,Bi21 and SG 13009, the yeast strain Saccharomyces 
cerevisiae and the animal cells 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero and Hela, as well as the 
insect cells sf9. Use of the XL1 Blue* coli cells marketed by the Stratagene Co. is 
preferred. 



One skilled in the art knows how a DNA must be inserted into an expression 
vector. He also knows that this DNA can be inserted in conjunction with a protein or 
peptide that codes for another protein so that the DNA can be expressed in the form of a 
fusion protein, for example, in the form of an His fusion protein. The information 
required for this is contained in the preferably employed plasmid pHOG2 1 . The mutated 
form of OKT3 can also be present in the form of a bispecific antibody, for example, in 
conjunction with an antibody against the human CD19 complex. The sequence of such a 
bispecific antibody is shown in Figure 3. 

Antibodies according to the invention are characterized by the fact that they can 
be prepared by recombinant methods in sufficient amounts and have greater stability in 
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comparison with unmutated monoclonal antibodies OKT3. This manifests itself in the 
fact that the mutated antibodies even after a month of storage at 4°C in PBS have still 
hardly lost any of their original binding affinity, whereas OKT3 under the 
conditions have already significantly lost binding affinity (46%). The antibody according 
to the invention also enjoys the advantage that it has a more rapid blood clearance and 
better tumor penetration as a single chain antibody (scFv). ScFvs are also very useful 
molecules in order to bring drugs, toxins or radionuclides to tumor sites, which is 
important in tumor diagnosis and therapy. 

The present invention is described below with reference to figures. 

Figure 1 : Plasmid pHOG2 1 

in which the employed abbreviations have the following meanings: 

A R 

Ap : ampicillin resistance gene 

c-myc: sequence that codes for an epitope recognized by the 
monoclonal antibody 9E10 (Cambridge Research 
Biochemicals, Cambridge, Great Britain) 
ColEl : origin of DNA replication 
fl IG: intergene region of the fl phages 
His 6 : sequence that codes for 6 histidine residues 
linker: sequence that codes for 17 amino acids that join the v H and 
v L domains 

peiB : signal peptide sequence for bacterial pectate lyase 
P/O : wild type lac promoter/operator 

Figure 2: Nucleotide and derived amino acid sequence of the mutated OKT3 
single chain antibody. 



Figure 3 : Bispecific antibodies assembled from mutated OKT3 and anti- 
CD 19. 
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Example 1: Preparation of an antibody according to the invention 

Isolation of mRNA from freshly subcloned hybridoma cells of OKT3 and cDNA 
synthesis was carried out as described in Dubel et al., J. Immunol. Methods 175, 
pp. 89-95 (1994). The DNA that codes for the variable domains of the light chain was 
produced by PCR using the primers Bi5 and Bi8, which hybridize on the amino terminal 
part of the constant domains of the K-chain and the framework 1 (FR1) region of the 
variable domains of the K-chain (Dubel et al., cf. aforementioned). For amplification of 
DNA that codes for the variable domains of the heavy chain, the primer Bi4, which 
hybridizes on the amino terminal part of the constant domain 1 of the y-chain (Dubel et 
al., cf. aforementioned) and the primer Bi3f, which hybridizes on the FR1 region of the 
heavy chain (Gotter et al., Tumor Targeting 1, pp. 107-1 14 (1995) were used. The 50 uL 
reaction mixture contains 10 pmol of each primer and 50 ng hybridoma cDNA, 100 uM 
of each of the dNTPs, 1 x vent buffer (Boehringer Mannheim), 5 ug BSA and 1 U of vent 
DNA polymerase. Thirty cycles of 1 minute each were run at 95°C, 1 minute at 55°C and 
2 minutes at 75°C in a PCR thermocycler. The amplified DNA was purified with a QiA 
quick PCR purification kit (Qiagen, Hilden). 

The amplified DNA was then blunt-end ligated in the vector pCR script SK(+) 
marketed by the Stratagene Co., which was cleaved with the restriction enzyme Srfl. 
Mutations were introduced into the v H domains originating from OKT3 by directed 
mutagenesis (site specific mutagenesis) (Kunkel et al., Meth. Enzymol. 154, pp. 367-382 
(1987)). The amino acid substitution in position H100A of OKT3 (replacement of 
cysteine with serine) was carried out using the primer SKI 5-GTAGTCAAGGCTGTAA 
TGATCATC. 



The vector pHOG21 shown in Figure 1 was used for expression of the obtained 
mutated DNA (Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196, pp. 51-62 (1996)) i which 
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the mutated OKT3 single cell (scFv) gene is inserted as an NcoI/BamHI DNA fragment. 
XL1 -Blue E. coli cells (Stratagene) were transformed with this expression vector and 
allowed to grow overnight in 2xYT medium with 50 ug/mL ampicillin and 100 mM 
glucose (2xYT GA ) at 37°C. Dilutions (1 :50) of the overnight cultures in 2xYT GA were 
allowed to grow at 37°C during shaking at 37°C. As soon as the cultures reached OD 600 = 
0.8, the bacterial were pelletized by centrifuging at 1 500 g for 1 0 minutes and at 20°C 
and resuspended in equal volumes of fresh 2xYT medium containing 50 ug/mL ' 
ampicillin and 0.4M sucrose. IPTG was added to a final concentration of 0.1 mM and 
growth continued at room temperature for 20 hours. After centrifuging at 5000 g for 
10 minutes at 4°C, the cells were harvested. The culture supernatant was stored on ice. To 
isolate soluble periplasmatic proteins, the pelletized bacteria were taken up in ice cold 
50 mM Tris-HCl, 20% sucrose, 1 mM EDTA, pH 8.0 (5% of the original volume). After 
an hour of incubation on ice with occasional agitation spheroplasts were centrifuged off 
at 30,000 g for 30 minutes and 4°C, in which the soluble periplasmatic extract formed as 
supernatant and the spheroplasts plus insoluble periplasmatic material as pellet. The 
culture supernatant stored beforehand on ice and the soluble periplasmatic extract were 
combined and clarified by additional centrifuging (30,000 g, 4°C, 40 minutes). After 
filtration through glass filters with a pore size of 10-16 urn and then 0.2 urn, the volume 
was reduced 10-fold by concentration with Amicon YM10 (Amicon, Witten). The 
concentrated supernatant was clarified by centrifuging and dialyzed versus 50 mM Tris- 
HCl, 1M NaCl, P H 7.0 at 4°C. Immobilized metal-affinity chromatography (IMAC) was 
carried out at 4°C using a 5 mL column of chelating sepharose (Pharmacia) loaded with 
Ni 2+ and equilibrated with 50 mM Tris-HCl, 1M NaCl, pH 7.0 (start buffer). Material 
adsorbed on the column was eluted with 50 mM Tris-HCl, 1M NaCl, 250 mM imidazole, 
pH 7.0. After a buffer change to 50 mM MES, pH 6.0, the protein was purified further on 
a Mono S ion exchange column (Pharmacia). The scFV antibody purified according to 
the invention was dialyzed in PBS (15 mM sodium phosphate, 0.1 5M NaCl, pH 7.4). For 
longer storage the antibody was frozen in the presence of BSA (final concentration 
1 0 mg/mL) and stored at -80°C. 
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Claims 



ar 



1) Monoclonal antibody characterized by replacement of cysteine with another pol 
amino acid in position H100A of the antibody known under the name OKT3. 

2) Monoclonal antibody characterized by the fact that the polar amino acid serine. 

3) Monoclonal antibody according to Claim 1 or 2 characterized by the fact that it 
has the sequence shown in Figure 2. 



4) Method for production of the monoclonal antibody according to one of the Claims 
1 to 3 characterized by the following steps: 

a) Recovery of mRNA from freshly subcloned hybridoma cells of OKT3 and 
rewriting to cDNA, 

b) Amplification of the DNA that codes to the variable domains of the light 
and heavy chains by means of PCR using appropriate primers, 

c) Cloning of the DNA obtained under b) into a vector appropriate for 
directed mutagenesis, as well as introduction of the design mutation using appropriate 
primers, 



d) Insertion of the mutated DNA obtained under c) in an expression vector 
and expression in an appropriate expression system. 

5) Method according to Claim 4, in which the primers used in step b) are Bi5, Bi8, 
Bi4andBi3f. 
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6) Method according to Claim 4 or 5, in which the vector used in step c) is pCR 
script SK(+). 



7) Method according to one of the Claims 4 to 6, in which the primer SKI 
5 '-GTAGTC AAGGCTGTAATG ATC ATC is used in step c). 

8) Method according to one of the Claims 4 to 7, in which expression vector used in 
stepd)ispHOG21. 



9) Method according to one of the Claims 4 to 8, in which expression occurs in XL1 
Blue E. coli cells. 



1 0) Use of the monoclonal antibody according to one of the Claims 1 to 3 to reduce 
eliminate transplant rejection by an organ transplant recipient. 

11) Use of the monoclonal antibody according to one of the Claims 1 to 3 in tumor 
diagnosis or therapy. 



or 
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Fig. 3 



14 



WO 98/52975 



PC17DE98/01409 



B 9'II RBS Pel B leader 

1 AGATCTATTAAAGAG^AJ\ATT^ 

1>MKYLL?TAAAGL 
r- ^ Nco1 * VH anti-CD19 Fram P -Hi 

UL LLAAQPAMAQVQLQQSQAELV 

34 ► RPGSSVKISCKASGYAF3 S Y W 

Frame-H2 

192 GA^GAsA£TGGGTGAAGGAGAGGCCTGGACAG<^TCTTGAGTGGATTGG AC A G ATTTGG r r T 
5o> MNWVKQRPG QGLEWIG Q t w p 

CDH-H2 ~ ' 

253 GGAQATGGTGATACTAACTAgAAT Rn ^AAGTTrAA n r.n^ aaa ^^^, CTCC , 

75> G D G D T N Y N G K F K G K A T T. T a*" 
Frame-H3 

3 1 0 GftCGAATCCTCCAGCaCaG^ 
95 ►de S S STAYMQLS S LA S 3 D ~S A V ~ 



j 7 

11 



CDR-H3 

4. ATrTCTGTGCAAGACGOGAOACTACSACBOTi VGGCCCTT>TT ACTATBrT>n.B«>n T 

6>Y F C A R R E T T T V G R Y Y Y A M D 

Frame-H4 CH 1 Linker 

4,1 A^TGGGGTCAAGGAACCTC^GTCA.CCGTCTCOTCAGCCAAAJ^rA Ararrr a a nnrnmnr>mr>fr^ 
A "' Y WGQGTSVTVSSAKTTFK L G G 

VL anti-CD3 Frame-L1 

493 GATATCC3XGCTCaCTCA<rCKXaG^ 

156> DiVLTQSPAIMSAS ? G B K V T M 

CDR-L1 Frame L2 

557 CCTCOGTGCCAGCTCAAGTGTAASTTAr& T naAP^ TA PP r n^,, rTCACC " c , £C 

J.77>T CSA S S SVSYMNWYQQKSg't 

CDR*L2 

616 TCCCCCLnAAAGATGGATTTA TGACACATCCAAAC 

197> SPKRWIYDT S K L A SGVPAHF 

Frame-L3 
676 AGGSGGCNHGGGTCTGGGACC^ 

217> RGSGSGTSYSLTI SGMEA3DA 

CDR-L3 Fram e- L4 

740 CCACTTATTACTOC CAGCAGTGgAOTAC TAACe^^ 

238>A TYYCQQWS S N P F TFGSGTK 

kappa 

258> LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xba! 
859 GAA GACC rAAACTC ^CATCACCATC ^CA^ArT A atpt agA 
278> E D LNSHHHHHH* 



Fig. 3 (Fortsetzung) 



(continued) 



15 



WO 98/52975 



PCT/DE98/01409 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



| CLASSIFCATON Of SUBJECT MATTER ' « 

ft 6 C07K16/28 A61K39/395 G01N33/577 G01N33/574 

_*cc.„,n, „ , n|tm „ ooa , , mn C|>M ^ ai r> o> [o naiMM| ^ ^ 

B- FIELDS SEARCHEO ~ ■ 



w .uon« Aopiiemon Ns 

PCT/DE 98/01409 



Oocunwnuton s».,ctm «nar »an 



™ m gm 00 « 1 m. m «»„ ,„ m , „,,.„„», sua, aocum.™ „. .ncwM ,n ,r» Martn ,7 



wnero praaeai. searcn terms useai 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TCi Bp RELEVANT 



Category ■ i Citation of aocu/nent w,tft ■rm^r^.. ... ■- 
t «un»m. wrth .noication. wr>#r« aoprocnaie. or mo row** oaasaoes 



eleven to c:aint No. 



S. KIPRIYANOV ET AL.: "Two amino acid 
mutations in an anti -human C03 

fi^Hu 31 " Fv ancib °dy fragment that 

h«i ♦ I?! yie1d on ba cterial secretion 
but not the affinity " 

PROTEIN ENGINEERING 

mowmt 4 ' Apri1 1997 • pages 445 -" 53 

Oxford, GB 

see the whole document 



1-11 



[7] z w occumenta ar, „„ M in m& conttnuat(on Qf bQX c 



• Spec* categories <* c«ea documents 

*E earner document Dot ouotianec «« ... 

tiling date 00 w a ^«r trw internauonaJ 

t' document which mav throw ha> *.». - 

e«-*on or o^^aron^^S " ^ 



Data ot me aauat compiewn or tnemternahonai a* a 're7 

7 October 1998 



Name afto mailing aaarest or tne &A -~— ^— 

P6 56,8 PMmw2 



Feim PCTV1SA/210 <.«cono lJuly )fl02v 



|X ) p * t,n t tamiiy memDers are taiea m annei. 



if „^! m * m DuD,8hM international filing oat* 

aW * * nd ,n ""tf"* ,n « *ODucatwn out 
crtMto una.ra.ana tne prtnapw or mtory un trying in. 

X * d ?°f^^ °* Pa^cmw relevance, the ciaimea invention 
cm* De coniRtef«o nov* or cannot do cons<c*rod to 
flvorve an inventive nap whan ma ooeument it taken atone 
<*o<«ni»flJ of parncutv raiavanc*: tna ctaimao invention 

SSSer! ,?^2H!?J° L" vorv# * n « lv »'™« *« when me 
«ocument i$ combined with one or more oiner aucn oocu- 
nien» ^aucn comomation being oowoua to a partem ikhim 



document memoer or the »ama oatant t S mih/ 



Date or mamng or the international *earcn reDort 

21/10/1998 



Authonzeo officer 



Nooij, F 



page 1 of 2 



16 



WO 98/52975 



PCT7DE98/01409 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.<Cont>nuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Irrt tional Application} No 

PCT/DE 98/01409 




Citation 0/ document, with indication. where appropriate, of the relevant passages 



S. KIPRIYANOV ET AL. : "Rapid detection of 
recombinant antibody fragments directed 
against cell-surface antigens by flow 
cytometry. " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 
vol. 196, no. 1, 13 September 1996, pages 
51-62, XP002079906 
Amsterdam, NL 
cited in the application 
see "Material & Methods" 

$- OUPEL ET AL.: "Isolation of IgG 
antibody Fv-DNA from various mouse and rat 
hybridoma cell lines using the polymerase 
chain reaction with a simple set of 
primers . " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS , 

vol. 175, no. 1, 30 September 1994, pages 

89-95, XP002079907 

Amsterdam, NL 

cited in the application 

see tables 

WO 94 29350 A (THE GOVERNMENT OF THE 
U.S.A. ) 22 December 1994 
see table 8 
see claims 

WO 94 28027 A (ARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 8 December 1994 
see the whole document 

0. KR00N ET AL.; "Identification of sites 
of degradation in a therapeutic monoclonal 
antibody by peptide mapping." 
PHARMACEUTICAL RESEARCH, 
vol. 9, no. 11, November 1992, pages 
1386-1393, XP002079908 
Stuttgart, Deutschland 
see the whole document 



ftetevant to claim No. 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



1-11 



Foim PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 199?) 

page 2 of 2 



17 



WO 98/52975 



PCT/DE98/01409 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Box I Obiervations where certain claims 



International application No. 

PCT/DE98/01409 



werefbund unsearchable (Continuation of item I of tint sheet) 



7^in tCn »^^ 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

See Additional Matter PCT/ISA/210 

2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comnlv u^h th. ^ u ^ 

an extent that no mearongfui international seanfcan ^To^S^S^ ** re ™ ents 10 «"* 



I 3. Claims Nos.; 

; because they are dependent claims and are no, drafted in accordance with the second and tod sentences of Rule 6.4(a). 



Boi II Observation, where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This international Searching Authority found multiple inventions in this 



international application, as follows: 



' 1=1 s^cS^^ 
D of S a^a e o^ 



I not invite payment 



3 □ 



[~] No required additional search fees were timely paid by the applicant ConsetniMitlv ;„t.~..f 1 

«-» restncted ,0 the invention first mentioned in the dairri; it fsIS SdHSSii^ mtemflUOnal * emh re P°" ls 



Remark on Protest 



Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (I)) (July 1992) 



18 



WO 98/52975 



PC17DE98/01409 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/01409 



Form PCT/ISA/210 (excra sheet) <j„| y 1992) 



19 



WO 98/52975 



PCT/DE98/01409 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



In itional Application No 

PCT/OE 98/01409 



Patent document 
cited in search repon 



Publication 
date 



WO 9429350 



22-12-1994 



Patent lami!y 
members) 



Publication 
date 



US 5747654 A 

AT 169932 T 

AU 682705 B 

AU 7246494 A 

CA 2164984 A 

0E 69412614 0 

EP- . 0703926 A 

JP 9502862 T 



05-05- 

15- 09 

16- 10- 
03-01- 
22-12- 

24- 09- 
03-04- 

25- 03- 



1998 
1998 
1997 
1995 
1994 
1998 
1996 
1997 



W0 9428027 



08-12-1994 



AU 7098094 A 20-12-1994 

CA 2163989 A 08-12-1994 

EP 0700402 A 13-03-1996 

JP 9501824 T 25-02-1997 



Form PCTi ISA/210 (patonl famtfy annex) (July t9S2) 



20 




PCf WELTORGANKATION FOR GEISTtGES EIGENTUM 

FMTDTi»n-m^,. . Internationales B0n> NSSSgy 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DFM VPRTP ap^to nrc 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF D^™ D SASlSsaS 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 

C07K 16/28, A61K 39/395, G01N 
33/577, 33/574 



Al 



(11) Internationale VeroffenUichungsnummer: WO 98/52975 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/DE98/01409 



(22) Internationales Anmeldedatum: 22. Mai 1998 (22.05.98) 



(30) Prioritatsdaten: 
197 21 700.1 



23. Mai 1997 (23.05.97) 



DE 



(71) AnmeIder (fiir alle Bestimmungsstaaten ausser US)* 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM 
STIFTUNG DES OFFENTLICHEN RECHTS [DE/DE] 
Im Neuenheimer Feld 280, D-69 1 20 Heidelberg (DE). ' 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nurfur US): LITTLE, Melvyn [GB/DE]* 
Fntz-von-Briesen-Strasse 10, D-69151 NeckargemQnd 
(DE) ICIPRIYANOV, Sergey [RU/DE]; Furtwanglerstrasse 
3, D-69121 Heidelberg (DE). MOLDENHAUER, Gerfiaid 
[DIVDE]; Brilckenstrasse 41, D-69J20 Heidelberg (DE). 

(74) Anwalt: HUBER, Bernard; Huber & SchQBler, Truderinger 
Strasse 246, D-8 1 825 MOnchen (DE). 



(54)TiUe: MUTATED OKT3 ANTIBODY 
(54) Bezeichnung: MUTIERTER OKT3-ANTIK&RPER 
(57) Abstract 



26. November 1998 (26.1 1.98) 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT BE 

£?: %:£t DK * ^ GB > GR ' ,T > * u *® 



Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht 
Vor Ablaufderfiir Anderungen der Anspruche zugelassenen 
Frist; Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderuneen 
eintreffen. s 



TT» invention re lates to an H.00A portion point-mutated OKT3 antibody, and to a method for the production and use thereof. 
(57) Zusammenfassung 

^^ss^^issir durch eine Punktmutadon m position h,ooa « on^r, v«*». 



zu 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 
PCT veS£ 1 Sf. entifiZienlng V0 " 'CT-V-iB— « auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass den, 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BE 

BF 

BG 

BJ 

BR 

BY 

CA 

CF 

CG 

CH 

CI 

CM 

CN 

CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 



Albanien 

Armenien 

Ostcrreich 

Australien 

Aserbaidschan 

Bosn ien-Herzegowina 

Barbados 

Bclgicn 

Burkina Faso 

Bulgarien 

Benin 

B raj i lien 

Belarus 

Kanada 

Zenrralafrikanischc Republik 

Kongo 

Schweiz 

Cfitc d'lvoirc 

Kamcrun 

China 

Kuba 

Tschcchtschc Republik 

Deutschland 

Danemark 

Estland 



ES Spanien 
PI Finnland 

FR Frankrcich 

GA Gabun 

GB Vereinigtes Konigreich 

GE Georgicn 

GH Ghana 

GN Guinea 

GR Griechcnland 

HU Ungarn 

IE Irland 

IL Israel 

IS Island 

IT Italien 

JP Japan 

KE Kenia 

KG Kirgisistan 

KP Demokratische Volksrepublik 
Korea 

KR Republik Korea 

KZ Kasachstan 

LC St. Lucia 

U Liechtenstein 

LK Sri Lanka 

LR Liberia 



LS Lesotho 

LT Litauen 

LU Luxemburg 

LV Lettland 

MC Monaco 

MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemalige jugoslawische 

Republik Mazedonien 

ML Mali 

MN Mongoki 

MR Mauretanien 

MW Malawi 

MX Mcxiko 

NE Niger 

NL Niederlande 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polcn 

PT Portugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 

SB Schweden 

SG - Singapur 



SI ~ 


Slowenien 


SK 


Slowakei 


SN 


Senega] 


SZ 


Swasiland 


TD 


Tschad 


TG 


Togo 


TJ 


Tadschikistan 


TM 


Turkmenistan 


TR 


TDrkei 


TT 


Trinidad und Tobago 


UA 


Ukraine 


UG 


Uganda 


US 


Vereinigte Staaten von 




Amerika 


UZ 


Usbekistan 


VN 


Vietnam 


YU 


Jugoslawien 


zw 


Zimbabwe 



WO 98/52975 



PCIYDE98/01409 



10 



Mutierter OKT3-Antik6rper 

Die vorliegende Erfindung betrifft einen durch eine Punktmutation an Position 
H100A mutierten OKT3-Antik6rper, Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine 
5 Verwendung. 

OKT3 ist ein aus Maus stammender monoklonaler Antikorper vom IgG 2a-Typ, 
der ein Epitop einer c-Untereinheit des menschlichen CD3-Komplexes erkennt 
(Kung et al., Science 206, S. 347-349 (1979); Van Wauwe et al., J. Immunol. 
124, S. 2708-2713 (1980); Transy et al., Eur. J. Immunol. 19, S. 947-950 
(1989)). Das Verfahren, den monoklonalen Antikorper aus dem entsprechenden 
Hybridom zu erhalten, ist in diesen Druckschriften im Detail beschrieben. AuSer- 
dem wurde die OKT3 produzierende Hybridomazellinie am 26. April 1979 unter 
der ATCC-Nummer CRL 8001 bei der American Type Culture Collection, 1 2301 
1 5 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 von der Inhaberin des EP-Patents 0 018 
795 hinterlegt. OKT3 wird seit langem benutzt, urn eine T-Zellantwort zu unter- 
drucken und dadurch die AbstoBung von Transplantaten zu verhindern (Thist- 
lethwaite et al., Transplantation 38, S. 695-701 (1984); Woodle et al., Trans- 
plantation 51, S. 1207-1212 (1991)). Andererseits kann durch OKT3 auch eine 
T-Zell-Aktivierung und Proliferation ausgelost werden, die Effektorzellen anregt, 
was bei der adoptiven Krebs-lmmuntherapie eingesetzt werden kann (Yannelly 
et al., J. Immunol. Meth. 1, S. 91-100 (1990)). OKT3 wurde sowohl alleine als 
auch als Komponente eines bispezifischen Antikorpers eingesetzt, urn cytotoxi- 
sche T-Lymphozyten gegen Tumorzellen oder Virus-infizierte Zellen zu richten 
(Nitta et al., Lancet 335, S. 368-376 (1990); Sanna et al., Bio/Technology V3, 
S. 1 221-1 224 (1995)). Aufcerdem sind auch humanisierte Versionen des OKT3- 
monoklonalen Antikorpers, die in COS-Zellen exprimiert wurden, bekannt (Wood- 
le et al., J. Immunol. 148, S. 2756-2763 (1992); Adair et al., Human. Antibod. 
Hybridomas, S. 41-47 (1994)). Bisher bestand aber das Problem, daS OKT3 
30 keine ausreichende Stabilitat aufweist und inbesondere sich nicht in bekannten 
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rekombinanten Expressionssystemen stabil und in genugender Menge exprimie- 
ren laSt. 



Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung bestand deshalb darin, OKT3 rekom- 
binant zu exprimieren und einen Antikorper zu erhalten, der eine befriedigende 
Stabilitat aufweist. 

Die Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspruche geldst. 

Von den Erfindern wurde gefunden, daB durch Einbringen einer Punktmutation 
an Position H100A der Aminosauresequenz von OKT3 die Stabilitat urn ein 
Vielfaches zunimmt. Diese Punktmutation betrifft den Austauch von Cystein 
gegen eine andere polare Aminosaure, bevorzugt Serin, in der Aminosaurese- 
quenz von OKT3. 

Zur Herstellung eines erfindungsgemafcen Antikorpers wird von mRNA aus frisch 
subklonierten Hybridomazellen von OKT3 ausgegangen. Die cDNA wird nach 
den dem Fachmann bekannten Methoden, die beispielsweise in Dubel et al., J. 
Immunol. Methods 175, S. 89-95 (1994) beschrieben wurden, hergestellt. Die 
fur die variable Domane der leichten Kette kodierende DNA kann mittels PCR 
unter Verwendung geeigneter Primer, z.B. mittels der Primer Bi5 and Bi8, die an 
den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der *-Kette und die "Frame- 
work 1 (FRI)-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridisieren, hergestellt 
werden {Dubel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplication der DNA, die fur die 
variable Domane der schweren Kette codiert, konnen beispielsweise der Primer 
Bi4, der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K-Kette 
hybridisiert (Dubel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1- 
Region der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al.. Tumor Targeting 1_, S. 
107-1 14 (1995), verwendet werden. 

Die amplifizierte DNA wird danach in einen fur die Sequenzierung und fur "site- 
specific mutagenesis" geeigneten Vektor, wie er dem Fachmann bestens be- 
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kannt sind, inseriert. Beispielsweise kann der von der Firma Stratagene ver- 
triebene Vektor pCR-Skript SK( + ) verwendet werden. Mutationen werden in der 
von OKT3 stammenden v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific 
mutagenesis") eingebracht. Die dafur notwendigen Bedingungen sind dem 
Fachmann bekannt, beispielsweise auch in Kunkel et al„ Meth. Enzymol. 154. 
S. 367-382 (1987) beschrieben. Die Aminosauresubstitution an der Position 
H100A von OKT3 (Austausch von Cystein) wird geeigneterweise unter Ver- 
wendungdes Primers SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC durchgefiihrt, 
falls ein Austausch gegen Serin an dieser Position ausgefuhrt werden soli. 



Die so veranderte DNA kann danach in einen Vektor bzw. Expressionsvektor 
kloniert werden. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falle eines 
Expressionsvektors sind dies pGEMEX, pUC-Derivate oder pET3b. Fur die Ex- 
pression in Hefe sind z.B. pY100 und Ycpad 1 zu nennen, wahrend fur die Ex- 

15 pression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4 anzugege- 
ben sind. Fur die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculo- 
virus-ExpressionsvektorpAcSGHisNT-1. Die Expression in E. coli ist erfindungs- 
gemafc bevorzugt, wofiir vorzugsweise der in Fig.1 gezeigte Vektor pHOG21 
(Kipriyanov et al., J. Immunol. Methods 196. S. 51-62 (1996) eingesetzt wird, 

20 worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI DNA-Fragment 
insertiert ist. Es kommt zur Expression eines an der Position 100 A (Kabat- 
Nummerierungssystem) mutierten einzelkettigen Antikdrpers OKT3, der die in 
Fig. 2 gezeigte Sequenz aufweist. 

25 Der Fachmann kennt geeignete Zellen, urn eine in einem Expressionsvektor vor- 
liegende DNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen umfassen die E. coli- 
Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM109, BI21 und SG 13009, den 
Hefestamm Saccharomyces cerevisiae und die tierischen Zellen 3T3, FM3A, 
CHO, COS, Vero und Hela sowie die Insektenzellen sf9. Bevorzugt ist die Ver- 

30 wendung der von der Firma Stratagene vertriebenen XL1-Blue E. coli-Zellen. 



Der Fachmann wei&, in welcher Weise eine DNA in einen Expressionsvektor 
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inseriert warden mu K . ihm is, 8uc h b ekanm. daB di ese DNA ln Ve 

rr D e :;: r pro,oin b * w - peptw k ° di — - - 

daS d,e DNA ,n Form e ,ne s Fusionspro.eins exprimier, warden kann. beispiels 
we,sa ,n Form eines Hi,Fusionspro,eins. Die dar0r not w e ndi g a inro JZt 
■» vorzugsweise varwandetan P,asm id pHO Q21 an* aft a„ Wai Tal 

~ Form von 0KT3 h Form eines b ispez if iscnen A n t ikC s ^ 1 
V r b n dung m „ einem AMik6rper gegen ^^^^^^ CD j9 k ^ J£ - 

D- Se q uenz ernes soicnen Wspezisohen An«ikerpers is, in Fig. 3 gezeig, 

ErfindungsgemSKa Anflkorper zeichnen sich dadurch aus ri aR • . 
.nan. M th0 d an in bandar Manga ^^tZ^Z 
- Vergie.ch 2um u„m U ,ier,en monokionaien An, ikS rpar OKT3 grfi8 e re S«a b ^ 
au,wa,s, Diasa auBer, sich beispieisweise darin, da B dar ml* An ^ 
auch noch nach ainam Mona, Lagarung bal 4«C in PR* „ A "'*or P er 

r * h an r nMt eingeb0 : hat :zz:zz:zz 

IT 8 T 8B8 Amik6rP6r VOrte "- daR " * «n 2 a, k a tt anan, ik6 , 
per (scFv. a,na schnallara Biu,-C,aaranoa und aina bessere Tumorpana,ra,,on 
aurweis, wai,ar sind SoFv, senr nOuiicne MoiekOie. um ArzneisZ™ 
Oder Rad.onuklide an Tumor s ,ellan zu br in 9 an was in d», T, 
tharapie wichtig is,. Tumord.agnostik und - 

Die voriiegenda Erfindung wird wei,ar anhand dar Figuran b aschria b an. 

R 9- 1: Plasmid pHOG21 

wobai die verwendeten AbkOrzungen foigende Bedeutungen ha b an : 
A P •• Ampicillin-Resistenzgen 

c-myc: Sequenz codierend fur ein Epitop, das durch 

den monoklonalen Antikorper 9E1 0 (Cambridge 
Research Biochemicals, Cambridge, GroBbritan- 
nien) erkannt wird 

ColE 1 : Ursprung der DNA-Replikation 
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fl IG: Intergene Region des f1-Phagen 

His e : Sequenz codierend fur 6 Histidinreste 

linker: Sequenz codierend fur 1 7 Aminosauren, die die 

v H - und v L -Domane verbindet 
pelB: Signalpeptidsequenz fur bakterielle Pektatlyase 

P/O: Wildtyp-Lac-Promotor/Operator 

Fig. 2: Nukleotid- und abgeleitete Aminosauresequenz des mutierten 

OKT3-Einzelkettenantik6rpers 

Fig. 3: Bispezifischer Antikorper zusammengesetzt aus mutiertem OKT3 

und anti-CD 19 



Die Erfindung wird weiter anhand des Beispiels erlautert. 

BEISPIEL 1 : Herstellung eines erfindungsgemaBen Antikorpers 

Die Isoloation von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazellen von OKT3 
und die cDNA-Synthese wurde, wie in "Diibel et al., J. Immunol. Methods 175, 
S. 89-95 (1994)" beschrieben durchgefuhrt. Die fur die variable Domane der 
leichten Kette kodierende DNA wurde mittels PCR unter Verwendung der Primer 
Bi5 and Bi8, die an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane der /c-Kette 
und die "Framework 1 (FRD-Region der variablen Domane der /c-Kette hybridis- 
ieren, hergestellt {DCibel et al., vgl. vorstehend). Fur die Amplication der DNA, 
die fur die variable Domane der schweren Kette codiert, wurde der Primer Bi4, 
der an den aminoterminalen Teil der konstanten Domane 1 der K -Kette hybri- 
disiert (Diibel et al., vgl. vorstehend) und der Primer Bi3f, der an die FR1 -Region 
der schweren Kette hybridisiert (Gotter et al., Tumor Targeting 1, S. 107-1 14 
(1995), verwendet. Das 50 //I Reaktionsgemisch enthielt 10 pmol jedes Primers 
und 50 ng Hybridoma cDNA, 1 00 /jM jedes der dNTPs, 1 x Vent-Puffer (Boehrin- 
ger Mannheim), 5 fjg BSA und 1 U Vent DNA-Polymerase. Es wurden 30 Zyklen 
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je 1 Minute bei 95 °C, 1 Min. bei 55 °C und 2 Minuten bei 75 °C in einem PCR- 
Thermozykler durchgefuhrt. Die amplifizierte DNA wurde mit einem QIA-quick 
PCR-Reiningungskit {Qiagen, Hilden) gereinigt. 

5 Die amplifizierte DNA wurde danach in den von der Firma Stratagene vertriebe- 
nen Vektor pCR-Skript SK( + ), der mit dem Restriktionsenzym Srfl geschnitten 
worden war, "blunt-end" ligiert. Mutationen wurden in der von OKT3 stammen- 
den v H -Domane durch gerichtete Mutagenese ("site specific mutagenesis") 
eingebracht (Kunkel et a!., Meth. Enzymol. 154, S. 367-382 (1987)). Die 
10 Aminosauresubstitution an der Position H100A von OKT3 (Austausch von 
Cystein gegen Serin) wurde unter Verwendung des Primers SK1 5'-GTAGT- 
CAAGGCTGTAATGATCATC durchgefuhrt. 
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Fur die Expression der erhaltenen mutierten DNA wurde der in Fig.1 gezeigte 
Vektor pHOG21 (Kipriyanov et al. f J. Immunol. Methods 1 96. S. 51-62 (1996) 
eingesetzt, worin das mutierte OKT3-Einzelketten(scFv)-Gen als Ncol/BamHI 
DNA-Fragment inseriert ist. XL1-Blue E. coli-Zellen (Stratagene) wurden mit 
diesem Expressionsvektor transformiert und uber Nacht in 2xYT-Medium mit 50 

) bei 37°C wachsengelassen. 

20 Verdunnungen (1 :50) der Obernachtkulturen in 2xYT GA wurden bei 37 °C unter 
Schutteln bei 37 °C wachsengelassen. Sobald die Kulturen OD 600 = 0,8 erreich- 
ten, wurden die Bakterien durch Zentrifugation bei 1 500 g fur 1 0 Minuten and 
20°C pelletiert und im gleichen Volumen frischem 2xYT-Medium enthaltend 
50//g/ml Ampicillin und 0,4 M Sucrose resuspendiert. Es wurde IPTG auf eine 

25 Endkonzentration von 0, 1 mM zugesetzt und das Wachstum bei Raumtempera- 
tur fur 20 Std. fortgesetzt. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 5000g fur 
10 Minuten und 4°C geerntet. Der Kulturiiberstand wurde auf Eis aufbewahrt. 
Urn losliche periplasmatische Proteine zu isolieren, wurden die pelletierten 
Bakterien in eiskaltem 50 mM Tris-HCI, 20% Sucrose, 1 mM EDTA, pH 8,0 (5% 

30 des Ursprungsvolumens) aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubation auf Eis 
mit gelegentlichem Ruhren wurden Spheroplasten bei 30000 g fur 30 Minuten 
und 4°C abzentrifugiert, wobei der losliche periplasmatische Extrakt als Uber- 
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stand und die Spheroplasten plus unlosliches periplasmatisches Material als 
Pellet anfielen. Der vorstehend auf Eis aufbewahrte Kulturuberstand und der 
losliche periplasmatische Extrakt wurden kombiniert und durch eine zusatzliche 
Zentrifugation (30000 g, 4°C, 40 Min.) geklart. Nach Filtrationen durch Glasfil- 
5 ter mit einer PorengroBe von 10-1 6 pm und dann 0,2 //m wurde das Volumen 
10-fach durch Konzentration mit Amicon YM10 Membranen (Amicon, Witten). 
Der konzentrierte Oberstand wurde durch Zentrifugation geklart und gegen 50 
mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 bei 4°C dialysiert. Immobilisierte Metall-Affini- 
tatschromatografie (IMAC) wurde bei 4°C unter Verwendung einer 5 ml Saule 

1 0 von chelatisierender Sepharose (Pharmacia) beladen mit Ni 2+ und equilibriert mit 
50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, pH 7,0 (Startpuffer) durchgefuhrt. Auf der Saule 
adsorbiertes Material wurde mit 50 mM Tris-HCI, 1 M NaCI, 250 mM Imidazol, 
pH 7,0 eluiert. Nach Pufferwechsel zu 50 mM MES, pH 6,0 wurde das Protein 
weiter auf einer Mono S lonenaustauschsaule (Pharmacia) gereinigt. Der erfin- 

15 dungsgemaSe gereinigte scFv-Antikorper wurde in PBS (15 mM Natrium- 
phosphat, 0,15 M NaCI, pH 7,4) dialysiert. Fur einen langere Aufbewahrung 
wurde der Antikorper in Anwesenheit von BSA (Endkonzentration 10 mg/ml) 
eingefroren und bei -80°C gelagert. 
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Patentanspruche 



1) Monoklonaler Antikorper gekennzeichnet durch einen Austausch von Cy- 
stein gegen sine andere polare Aminosaure an Position H100A des unter 
der Bezeichnung bekannten Antikorpers OKT3. 

2) Monoklonaler Antikorper, dadurch gekennzeichnet, daS die polare Amino- 
saure Serin ist. 

3) Monoklonaler Antikorper nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB dieser die in Fig. 2 angegebene Sequenz aufweist. 

4) Verfahren zur Herstellung des monoklonaler Antikorpers nach einem der 
Anspruche 1 bis 3 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

a) Gewinnen von mRNA aus frisch subklonierten Hybridomazelien von 
OKT3 und Umschreibung zu cDNA 



b) 



Amplifikation der fur die variablen Domanen der leichten und 
schweren Kette kodierenden DNA mittels PCR unter Verwendung 
geeigneter Primer, 



0 Klonierung der unter b) erhaltenen DNA in einen zur gerichteten 
Mutagenese geeigneten Vektor sowie Einfuhrung der gewunschten 
Mutation unter Verwendung geeigneter Primer, 



d) 



Insertion der unter c) erhaltenen mutierten DNA in einem Expres- 
sionsvektor und Expression in einem geeigneten Expressionssy- 



stem. 
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5) Verfahren nach Anspruch 4, wobei die in Schritt b) verwendeten Primer 
Bi5, Bi8, Bi4 und Bi3f sind. 



6) 



8) 



9) 



Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, wobei der in Schritt c) verwendete 
Vektor pCR-Skript SK( + ) ist. 



7) Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 6, wobei in Schritt c) der 
Primer SK1 5'-GTAGTCAAGGCTGTAATGATCATC verwendet wird. 



Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, wobei der in Schritt d) ver- 
wendete Expressionsvektor pHOG21 ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 8, wobei die Expression in 
XLl-Blue E. coli-Zellen erfolgt. 



1 0) Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 zur Verminderung oder Ausschaltung einer TransplantatabstoBung 
durch einen Organtransplantatempfanger. 



11) 



Verwendung des monoklonalen Antikorpers nach einem der Anspruche 1 
bis 3 in der Tumordiagnostik oder -therapie. 
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EcoRI rbs PeiB leader 

131 GAATTCATTAAAGAgGAG AAATTAACCAT GAAATACCT ATTGCCTACGGCAGCCGCTGGCT 

1>MKYLT. PTa Tv * ,-, 



1>MKYLLPTAAAG 

Pstl 



19 2 ra^Cra^ 

U>L LLLAAQPAMAQVQLQQSGAE 

Frame-H1 



Frame-H1 

254 CTGGCAAGACCTGGGGCCTCAGTGAAGATGTCCTGC^^ G 

jj'larpgasvkmsckasgytftI: 



M CDR-H1 Frame-H2 
53> Y T M HWVKQRP GQGLEWIG T~ 



CDR-H2 

f T ^CTAGCrGTGGTTATACTA ftTT ACAATr an.a . ^ r . . 

73 H NPSRG YTNYNQKFKDKA 



Frame-H3 

Pstl KSSSTAYM Q LS SLTSE 

491 GACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAG ATATTATG A 'Pa a v ttag a czrrT"vn*nm*r> 

H2> DSAVYYCAR Y Y D D H Y S L D~Y~ 

Frame-H4 q^i 



f-rame-H4 cm u- « 

131> WGQGTTLTVSS. AKTTPKL E EG 

EcoRV 

Mlul VL anti-CD3 Frame-Li 

610 TGAATTTTCAGAA^ArGTGTAGATATCGTGCIXIACTCAG 

151> EFSEARVDIVLTQ S PAIMSA 

Pstl CDR-L1 
672 CTCCAGGGGAGAAGGTCACC^TGACCTGCAGTGCCAGP'PP a \GTGTAAnTT a r 1 a >nr; a 
172 >S PGEKVTMT CSASSS'VSYM 



Frame-L2 cnp i o 

729 A^TGGTACCAGCAGAAGTCAGGCACCTC 

191>N WYQQKSGTSPKRWIY D T S K 
788 CTGGCT^GGAGTCCCTGCTCACTT^ 

2U> L A S GVPAHFRGSGSGTSYSL 
848 ACAATCAGCGGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTA^ 

231> TISGMEAEDAATYYC Q Q W S S 

Frame-L4 q kappa 

907 . TAACCCATTC A CG TTCGGCTCGGGGACAAAGTTGGAAA 

250^ N . P F TFGSGTKLEI N R A D T A P 

BamHI c-myc epitope Hjs6 t •■ 

967 AflCEGGaT0CX3AftCAAaA^ 

270> TGSEQKLISEEDLNS H H H H H 



Xbal 

1029 ACTAATCTAGA 
293>H • 

Fig. 2 
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EcoRI RBS PelB leader 

1 GAATTCATTAAAGAGGAGAAATT^^ 

l^MKYLLPTAAAGLL 
Ncol ♦ VH anti-CD3 Frame-Hi 
67 CTGCTGGCAGCTC^GCCGGCC^TGGCXSCAGGTGC^GCT^ 

14^LLAAQPAMAQVQLQQSGAELAR 

CDR-H1 

134 CTGGGGCCTCAGTGAAC^T^ 
36^ PGASVKMSCKASGYTF T R Y T M H 

Frame-H2 ^DR u 2 
198 CTGGGTAAAACAGAGGCCI\3GACAGGGTCTGGAATGGATTG^ A ann n.^r, 
57> WVKQRPGQGLEWIG ~Y I N P S R G 

261 TTATACT AATTAC AATCAG AAGTTC A ACCira arcr^ ^^^TT^^^TACj!SlVJ TCCTCCa 
78> Y T N Y N Q K F K DKATLTTDK~Ss" 
323 GCACAGCCTACATGCAACTGAGCAC<:C^ 

99>S TAYMQLSSLTSEDSAVYYCA T Y 

CDR-H3 Frame-H4 

390 k TT ATGATGATCATTACAGCCTTGACTAC Tr^^ 

121 ► Y D D H Y S L D Y WGQGTTLTVS S ~ 
. M „ CH1 Linker VL antl-CD19 Frame-Li 

452 CCAAAACAACACCC AA GC TTGGCGG I^TATCTTGCTCACCCAAACT 

142>A KTTPK L G GDILLTQTPASLAV 

CDR-L1 

517 TCTCTAGGGCAGAGGGC(^CCATCTCCTGCAAGGCCAGCCAAAGTGTTGATTATGATGGTGA 

164 ► SLGQRATISC K A S Q S V D~^f D G D 

Frame-L2 

579 TAGTTATTTGAACTGGTACCAACAGATTCCAGGACAGCCACCCAAACTCCT 
184> S Y L NWYQQIPQQPPKLLIY ~~D A~~ 
CDR-L2 Frame-L3 

643 k TCCAATCTAGTTTC TGGGATCCCACCCAGGTTTAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACrrCACCC 
206> S N L V S GIPPRFSGSGSGTDFT 

CDR-L3 

707 TCAAC^TCCATCCIGTGGAGAAGGTGGATGCTGCAACCT 

227>L NIHPVEKVDAATYHC ~Q Q S T E D 



ooo ~ c ' myc epitope His6 tail Ball l 

»JB g ^CAAAAGCTGATCrCAgAASAAGACCTAAAC ^ 

271> EQKL I SEEDLNSHHHHHH. 

899 CT 



Fig. 3 
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Bglll RBS Pel B leader 

1 AGATCTATTAAAGAGG^AAATTAACCATGAAATACCTATTC^ 

1>MKYLLPTAAAGL 
Ncol ♦ VH anti-CD19 Frame-Hi 

65 TGCTGCTGGCAGCTCAGCCGGCCAT^ 

13 >L LLAAQPAMAQVQLQQSGAELV 

CDR H1 

129 GAGGCCTGGGTCCTCAGTGAAGATTTCCTGCAAGGCTTC 
34> RPGSSVKISCKASGYAFS S Y W 



Frame-H2 

192 GATGAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAGGGTCTTGAGTGGATTGG^ 
55> MNWVKQRPGQGLEWIG Q I W 



CDR-H2 

76> G D G D TN Y N G K F K GK'ATLTA 



CT 
P 



rrame-H3 

310 GACX3AATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTC 
95^ D E S S STAYMQL S S LAS ED S A V ~ 

CDR-H3 

374 ATTTCTGTGCAAGACGGGAGACTACGAPrs q T AGGCCC'P'P AT'PAC'PATnra. a ^r.r.>o T 
116^Y F C A R R E T T T V G R Y Y YAM D 

Frame-H4 CH1 Linker 

431 ACTG05GTCAAG(^CCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAA,CA ACArrr a a nn^^ rr 
135>Y WGQGTSVTVSSAKTTPK L G G 

VL anti-CD3 Frame-Li 
493 GATATCGTGCTC^CTCAGTCTCCAGCAATCATC 

156> DIVLTQSPAIMSAS PGEKVTM 

CDR-L1 Frame-L2 
557 CCTCCAGTGCCAGCTCAAGTGTAAGTT^^ 

177>T CS A S S S V S Y MNWYQQKSGT 

CDR-L2 

616 TCCCCCAAAAGATGGATTTA TGACACATCCAAACTGGC^ 

197 ► SPKRWIYDT S K L A SGVPAHF 

Frame-L3 

676 AGGGGCAGTGGGTCTGGGACX7TCTTACTCTCTC 

217* RGSGSGTSY SLTI SGM EAEDA 

CDR-L3 Frame-L4 

740 CCACTTATTACTGCCAGC AGTGGAGTAGTAACCC AT1-P a r arrTCY^Prr rrr ,^J\ ^,f1 
238>A TY YCQQWS S N P F TFGSGTK 

799 TTGGAAATAAAC CGGGCTGATACTGCACCAArTn naTrr^a a ^a a a n ^rTfftStSS 
258^ LEINRADTAPTGSE Q K L I S E 

His6 tail Xbal 

859 GAAGACCTAAACni AC^TCACCATCACCATCAr TaATPTBria 
278> E D L NSHHHHHH 



Fig. 3 (Fortsetzung) 



INTERN, 



| CUSSIFICATOM OF SUBJECT MATTER 

6 C07K16/28 A61K39/395 G01N33/577 G01N33/574 



In* iionai Application No 

PCT/DE 98/01409 



Accorgmo to Intomattona. P atent Cla^^tonHPC) or to both nation,. ^ IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

M^um ooeumentaton saarenao was*,**™ tyswm wlm » M oyc^cauon symoofa, 



D o C um.n,.,.on wrenw otfier man rn^oocumantaoon „ tna .„«„ mat aucn oocumanm w tne , ua «, .nm.^ W4fcn>0 " 



^ 03,4 MM C ° nSU " a ~ ""cmnamaofaauPa*. ano. wner. pracuca.. oaarcn .arm. usoo, 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 

Category • | Cilatlon of oocum.™. w«n ««cauon. wn«. approona,.. „ , na relavan 



S KIPRIYANOV ET AL.: "Two amino acid 
mutations in an anti-human C03 
single-chain Fv antibody fragment that 
affect the yield on bacterial secretion 
but not the affinity." 
PROTEIN ENGINEERING, 

ImzmZ 4 ' Apr11 1997 ' pages 445 " 453 ' 

Oxford. GB 

see the whole document 



Relevant to claim No. 



1-11 



I 



IX] Further oocumanw are teteo , n tna continuation of box C. 
* Special categories o< crteo aocumanta : 

" A " '%E2!£2EZ' ""•" M 5,3,0 « *• ait wrucfi is not 
contxMrM to M of particular raiavanca 

T ' "^gZ™*" O""*^ on or attar m. international 

X " a ^ST»«^™!' *>"«» on pnonty dainyal or 
wrtien « otad to estaottan trw puaiicationmta of another 
citation or otnar special raaaon <aa apaotwdl 

"°" ^J^*. 9 ""' 9 * " *' c,0,ur »- •*'* i «on or 

Date of me actual completion of tnoimemationai 

7 October 1998 

Name ano matting address of the ISA 

fT^/j?* 0 * 0llic# * P B 5818 Paterttlaan 2 

Tol. l>31-70) 340-2040. Tx. 31 651 opo n. 
Fax: (+31-70) 34O-30t6 

Poim PCT/ISA/310 Uaoond ar**** iJtfv isq?) 



searcn 



|X | Patent l * mtt / members are listed m annex. 



later document published after the international filing date 
or pnonty date and not m conflict with tne aopiicatton put 
cited to understand the pnncpte or tneory unczertycno the 
invention 

" x " d0 2JIU m °' Particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot oe considared to 
involve an inventive step when the document ta taken atone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 
cwwot be considered to involve an mvemive steowhenthe 
oocument is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
«n the art 

"V document memoer of the same patent famih/ 
Date of mailing of me international searcn report 



21/10/1998 



Authorized officer 



Noolj, F 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



C.(Contlnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Int ttonai Application No 

PCT/DE 98/01409 



Category 



Citation of document, with indtcatioawhere appropriate, of the relevant passages 



S. KIPRIYANOV ET AL.: "Rapid detection of 
recombinant antibody fragments directed 
against cell-surface antigens by flow 
cytometry." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 
vol. 196, no. 1, 13 September 1996, pages 
51-62, XP002079906 
Amsterdam, NL 
cited in the application 
see "Material & Methods" 

S. DUPEL ET AL.: "Isolation of IgG 
antibody Fv-DNA from various mouse and rat 
hybrldoma cell lines using the polymerase 
chain reaction with a simple set of 
primers." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 

vol. 175, no. 1, 30 September 1994, pages 

89-95, XP002079907 

Amsterdam, NL 

cited 1n the application 

see tables 

WO 94 29350 A (THE GOVERNMENT OF THE 
U.S.A. ) 22 December 1994 
see table 8 
see claims 

WO 94 28027 A (ARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 8 December 1994 
see the whole document 

D. KROON ET AL.: "Identification of sites 
of degradation in a therapeutic monoclonal 
antibody by peptide mapping." 
PHARMACEUTICAL RESEARCH, 
vol. 9, no. 11, November 1992, pages 
1386-1393, XP002079908 
Stuttgart, Deutschland 
see the whole document 



Relevant to claim No. 



l-n 



l-li 



l-n 



l-n 



l-n 



l 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/01409 



Box! Observation, where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



Thisi 



mternatic^se^reporthaa.Krtbeenestabli^^ 
1. (X] ClaimsNos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

See Additional Matter PCT/ISA/210 



2. [~] ClaimsNos.: 
because they 

an extent that no meaningful international search can be carriedoispeciflcaUy: 



3. | J ClaimsNos.: 

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
Bom Observation, where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as Mows: 



s^cLblSl additi0nal SCarCh ^ ^ P8id by ■**»*. ^ -^tional search report covers all 



2. £j As all searchable claims could be searched without effort justify t - + 

— of any additional fee. J ^ ^ ^ aacuuonal lee > «*« Authority did not invite payment 



4. 



Remark on Protest \J The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
LJ No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (Jury 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/DE98/01409 




Information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



WO 9429350 



22-12-1994 



WO 9428027 



08-12-1994 



Inr ttional Application No 

PCT/DE 98/01409 



Patent family 
members) 



Publication 
date 



US 


5747654 A 


05-05- 


1998 


AT 


169932 T 


15-09- 


■1998 


AU 


682705 B 


16-10- 


1997 


AU 


7246494 A 


03-01- 


1995 

X J J J 


CA 


2164984 A 


22-12- 


1994 


DE 


69412614 D 


24-09- 


1998 


EP 


0703926 A 


03-04- 


1996 


JP 


9502862 T 


25-03- 


1997 


AU 


7098094 A 


20-12- 


1994 


CA 


2163989 A 


08-12- 


1994 


EP 


0700402 A 


13-03- 


1996 


JP 


9501824 T 


25-02- 


1997 



■Ctli£NISJ£IUCIlX 



IPK 6 C07K16/28 A61K39/395 G01N33/577 



In atlonales Akteraetchen 

PCT/OE 98/01409 



G01N33/574 



Nach der International PatontKlassiti tetion (IPK) oder nach der nationalen Klasatfika tion und derlPK 
B. RECHERCHIEHTE GEBIET E 

Rech^chierter Mi^sprOfstofl (KlassHikationssysiom und Klasafikationssymbote 



Recherchierle absr niem zum MindestprtitstoWgehdrenite VwOlrtntHchungon. 



soweit disss untsr die redisrcnlsrtsn Gsblats fallen 



Wahmnd dsr intsmationa*n Racherchs konsultterta elektronische Oatenbank (Name dsr Oatanbank 



und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' 



Bezeichnung dor Veroffentfichung, soweit erforderiich unter Angabe der in Betracht kommenden 

S KIPRIYANOV ET AL. : "Two amino acid 
mutations In an ant1 -human CD3 
single-chain Fv antibody fragment that 
affect the yield on bacterial secretion 
but not the affinity." 
PROTEIN ENGINEERING, 

5J- Nr - 4, April 1997, Seiten 445-453, 
XP002079905 
Oxford, GB 

siehe das ganze Dokument 

-/- 



Teiie 



m 



^1 e V ntneh^n r6t,enUiChUn9Sn 8 " 1d * r FortsetzunG von F«U C ru 
* Besondere Kategorien von angegebenen Verorfentiichungen 

V V !^^n^^ ^ST^J?"T P^ntatsanspruch rweifefhaft er- 

^cXZa^^ml^ * S l? nannt9n V^miteriS^brtagt warden 
S*^hm ^ bdSOnddren Gfund angageben 1st (wie 

^^2^ ung * d * e sjcn auf mundtiche Offanbarung, 
T- v!S2S^^ oderandereMaBrwhrS* bezieht 

demS Anmaktedatum. abernach 

gam peanspruchten Pnontatsdatum veroffentlichtworden ist 

Datum das Abochfusaes der internationalen Recherche 

7. Oktober 1998 

Name und Postanschrift der International Recherchenbeharde 

Europaisches Patentamt P.B. 5818 Patenttaan 2 
NL-2280HVRI|swijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Betr. Anspruch Nr. 



1-11 



Siehe Anhang Patentfamilie 



S( ? ? v *r6ffentl(chung, die nach demmtemationaien AnmeWedatum 
oaer dem Pnontatsdatum veroffentHcht worden ist und mit der 
AnmekJung nicht kofltdiert, sondern nur zum Verstandnia des der 

The^^r^eben 1 ^? 60 * 19 " Prinzip3 oder dGr ihr z^njndelJegenden 

"X- Veiolfentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erf Induna 
kann ailein auf grund dieser Verdff entlichung nicht ale neu odor auf 
erftndertscher Tattgkeit beruhend betrachtet warden 

■Y" VoroffentHchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfinduna 
Kann merit ale auf erflnderiecher Tatigkert beruhend betrachtet 
warden, wenn die Verdfferttlichung miteiner odermehreren anderen 

^tT?/^l C S!f 1gef ], dieSGr Katesorte <n Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur emen Fachmann naheliegend ist 

yveroffentltehung, die Mitglled derseiben Patentfamilie ist 



Absendedatum des Internatlonalen Recherchenberichts 

21/10/1998 



8svo«maehtigtar Bsdlsnstsler 



Nooij, F 



Mm . 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



In rfonaies Akteozeichen 

PCT/DE 98/01409 



Kategorie J 



1 



Bezeichnung der VerdHentlichung, soweit erforderfich urrter Angabe der in Betracht kommencten 



Toile 



S. KIPRIYANOV ET AL.: "Rapid detection of 
recombinant antibody fragments directed 
against cell-surface antigens by flow 
cytometry. " 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS 

r?-.J 96 i« Nr - *• 13 - Se Ptember 1996, Seiten 
51-62, XP002079906 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

slehe "Material & Methods" 

S. DUPEL ET AL.: "Isolation of IgG 
antibody Fv-DNA from various mouse and rat 
hybrldoma cell lines using the polymerase 
chain reaction with a simple set of 
primers." 

JOURNAL OF IMMUNOLOGICAL METHODS, 

Bd. 175, Nr. 1, 30. September 1994, Seiten 

89-95, XP002079907 

Amsterdam, NL 

in der Anmeldung erwahnt 

slehe Tabellen 

MO 94 29350 A (THE GOVERNMENT OF THE 
U.S.A.) 22. Dezember 1994 
siehe Tabelle 8 
slehe Anspruche 

WO 94 28027 A (ARCH DEVELOPMENT 
CORPORATION) 8. Dezember 1994 
slehe das ganze Dokument 

0 KR00N ET AL.: "Identification of sites 
of degradation in a therapeutic monoclonal 
antibody by peptide mapping." 
PHARMACEUTICAL RESEARCH, 
Bd- 9, Nr. 11, November 1992, Seiten 
1386-1393, XP002079908 
Stuttgart, Deutschland 
siehe das ganze Dokument 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



.ternationaies Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01409 

Few I Bemerkungen zu den Anspruchen. die sich als nicht recherchierbar erwies'en haden (Fortsetzung von Punkt i aUBtatt 



GemaO Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden lur besbmmte Ansprtiche kein Recr*rchenberi*t ersteW: 

1. no Ansprtiche Nr. 

wed Sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtetist namlich 

■ 

siehe Weitere Angaben PCT/ISA/210 

I — I 

2. I | Ansprtiche Nr. 



3- I 1 Anspniche Nr. 

wrt es sich dabei urn abhangige Ansprtiche handeit. die nicht entsprechend Sate 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOt 

Feldll Bemerkungen beimangeinderEinheHlichkeitder Erfind ung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt i) 
Oie internaaonaie Recherchenbehfirde hat festgestellt. dafl diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 



sind. 



O -°»™c^ rechtzeifi 9 ««*"« »*• erstreckt s,ch dieser 

<= nctnercnenoericm auf alia recherchierbaren Ansoruche der intematwnaJen Anmeldung. 



2 ' ^ ^S^^SSSS^T^ R6CherChe ° hne ™- ~w— aurcngerur 

Sr^fgetodert 9 ''^ 9mcMm >» h * ,te - tet Internationale RecherchenbehLe no* zur Zahlung einer sotehen 



emen Arbeitsaufwand durchgefiihrt werden konnte. der eine 



3. 



Q SSiSU^ Recherc^engebuhren rechtzemg entrichtet hat. erstreckt sich dieser 

auf^^^K?!," 1 * Uf d,e Ans P fUche der 'nternationaten Anmeldung. fur die Gebuhren entrichtet 



sind. namlich auf die Ansprtiche Nr. 



worden 



4 " ^ ^^^^X^T^^J!^^ 6 ^ ni 2? rechtt6ifi 9 international Recher- 

faflt W daher au * d,e in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung: diese ist in tolgenden Anspruchen er- 



Bemerkungen hinsichtiich «„., Wfderapruch, Q Die zusatzlichen Gebuhren warden vom Anmekter urrter Widerspruch gezahU. 

| [ Di « Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales AktenzeichenPCT/ DE 98/01409 



WEITERE ANGABEN 



PCT/ISA/ 210 



Obwohl die Anspruche 10 (vollig) und 11 (teilweise) sich auf ein 
verfahren zur Behandlung des menschl ichen/tierischen Korpers beziehen 
und obwohl der Anspruch 11 (teilweise) sich auf ein 
Diagnostizierverfahren, das am menschl ichen/tierischen Korper vorgenommen 
W1 I-uf leh ,V wurde die Recherche durchgefuhrt un grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusammensetzung. 



Angaben zu Verofferttichungen, die zur selben Patentfamilie gehoron 



lm Recherchenbericht 
angefiihrtes Patentdokument 



Datum der 
VerOffentli chung 



tnt 



ionales AKtenzeichen 



PCT/DE 98/01409 



Mitg!ied(er) der 
Patentfamilie 



WO 9429350 



22-12-1994 



WO 9428027 



08-12-1994 



Datum der 
Vertiffentlichung 



US 


5747654 A 


05-05- 


1998 


AT 


loy^oc i 




•1998 


All 
rtu 


ooc/yjo d 


1 C 1 A 

16-10- 


1997 


All 
nil 


70AAAQA A 


AO A 1 

03-01- 


1995 


PA 




cc-lZ- 


1 A A il 

1994 


DE 


69412614 D 


24-09- 


1998 


EP 


0703926 A 


03-04- 


1996 


JP 


9502862 T 


25-03- 


1997 


AU 


7098094 A 


20-12- 


1994 


CA 


2163989 A 


08-12- 


1994 


EP 


0700402 A 


13-03- 


1996 


JP 


9501824 T 


25-02- 


1997 



